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Abstract 



Protein purification and separation. The support for the purification and separation of proteins consists 
of a porous solid on which a film of a polymer derived from polyvinylimidazole containing thiol functions 
and activated by a disulphide is deposited. According to the process of the invention the porous solid is 
impregnated with a solution of polyvinylimidazole, is rinsed, and a chain carrying a thiol functional group 
on the nitrogen atom in position 3 of the imidazole nucleus is introduced, and activation is carried out 
with a disulphide.. Application to covalency chromatography. 
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% Support pour la purification et la separation des proteines, procede de preparation et application en chr matogra- 
phie. 

(57) Llnvention concerne la purification et la separation des 
proteines. 

Le support pour la purification et la separation des pro- 
teines. est constrtue par un solide poreux sur leque! est 
deposee une pellicule d'un porymere derive de poryvinyRmida- 
2ole comportant des fonctions thiol. . active par un disurfure. 

Suivant le procede de preparation, on impregne le solide 
poreux au moven d'une solution de poryvinyiimida2oie, on rince. 
on imroduit une chaine portant une fonction thiol sur I'atome 
dazote en position 3 du noyau imidazole, et on active par un 
^ disurfure. 
I Application a la chromatographic de covalence. 
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La pr^sente invention concerne un nouveau support pour la 
purification et la separation de proteines, et plus particulie- 
rement un nouveau support constitue* par un solide poreux portant 
une pellicule d'un polymere, utilisable notamment pour la puri- 
fication et la separation de proteines par chromatographic de 
covalence . 

La chromatographic de covalence fait intervenir une reac- 
tion chimique errant une liaison covalente entre la molecule que 
l'on cherche a separer et les groupes react if s du support. Pour 
favoriser une fixation rapide et complete de la molecule a 
isoler, en particulier dans le cas d'une macromolecule biolo- 
gique telle qu'une proteine, on procede a une activation des 
groupes du support susceptibles de reagir. 

Ainsi un support pour chromatographic de covalence peut 
§tre un solide ou un gel possedant des fonctions thiol, active 
par un disulfure de haute reactivite comme le 2- ou le 4-disul- 
fure de pyridine, Ce gel active peut reagir, dans une premiere 
etape, avec les fonctions thiol de la proteine en liberant une 
thione et en fixant par covalence la proteine par un pont disul- 
fure. Dans une deux i em e etape, on fait agir un reducteur qui 
libere la proteine, tandis que le gel peut etre regenere par une 
solution de disulfure de pyridine. On peut ainsi effectuer une 
purification ou une separation chromatographique par la fixation 
selective des proteines ayant des groupes thiol reactifs et 
accessibles, au cours de la premiere etape, tandis que les 
macromolecules depourvues de groupe thiol, ou insuf f isamment 
reactives, ne sont pas retenues par le support. 

Les supports utilises dans ces techniques connues peuvent 
€tre des gels de dextrane, d' agarose, d'amidon, des derives 
cellulosiques , ou encore des polymeres synthetiques tels que des 
polyamides et des polyacrylamides , qui peuvent §tre modifies 
pour y introduire des foncti ons thiol, et actives com me decrit 
ci-dessus. Par exemple, on connait un gel obtenu par greffage de 
glutathi n sur d 1'agarose active au bromure de cyanogene, 
ainsi qu'un g 1 obtenu par r'action d 1 • epichlorhydrine sur 
1'agarose, suivie d'un traitement au thiosulfate. 
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Toutefois, ces gels presentent de mediocres proprietes 
mecaniques qui limitent la Vitesse, et done la rentabilite, de 
la purification ou de la separation, en particulier dans les 
extractions chromatographiques s'effectuant sous pression. 

Les oxydes mineraux, tels que la silice ou l'alumine, uti- 
lises comme phase fixe dans les colonnes de chromatographic, 
possedent generalement de bonnes proprietes mecaniques, mais, n 
raison de leurs proprietes d» adsorptions non specif iques des 
mecronolecules, il n'est pas possible de les utiliser pour la 
separation des proteines. 

la pr£sente invention a pour objet un nouveau support 
rigide utilisable en chromatographic de covalence, permettant 
d'effectuer la purification et la separation dans de bonnes 
conditions de rapidite et de rendement, en evitant les adsorp- 
tions irreversibles. 

L* invention a egalement pour objet un procede de prepara- 
tion d'un support ainsi que son application a la chromatographic 
de covalence pour la purification et la separation de proteines 
et a la detection des composes portent des groupes thiol. 

Le support pour la purification et la separation des 
proteines suivant la presente invention est du type comportant 
un solide poreux sur lequel est deposee une pellicule d'un poly- 
mere, et se distingue en ce que le polymere est un derive de 
polyvinyl imidazole comportant des fonctions thiol, active par un 
disulfure. 

II est possible d' utiliser un polyvinylimidazole ne compor- 
tant pas initialement de groupe thiol et d'y greffer des groupes 
thiol suivant les m£thodes connues . Le polyvinylimidazole 
utilise dans la presente invention peut 8tre choisi parmi les 
polymeres connus dans la technique, pourvu qu'ils comportent un 
groupe thiol ou que l'on puisse y greffer un tel groupe. De 
plus, le polyvinylimidazole de 1' invention peut €tre quaternise 
sur l'atome d* azote du noyau imidazol . 

Suivant un forme prefe>entielle d realisation de 
1' invention, le polyvinylimidazole est un polymere comportant 
l»unit£ r6currente ci-apres: 
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-f CH 2 -CH4- 

C N + - A - CH2OH - CH2 - SH 

dans laquelle A reprdsente un groupe divalent comportant de 1 a 
20 atones de carbone, et pouvant comporter des fonctions ether 
et hydroxy, et Ri est un atone d'hydrogene ou un groupe methyle. 

Par . exemple, A peut §tre une liaison methylene -CH2- ou un 
groupe divalent de formule -CH2-CHOH-CHaO-(CH2 )n-0CHa- dans 
laquelle n est un entier de 2 a 6. 

Le procede conforroe a la presente invention consiste a 
impregner un solide poreux appropri^ au moyen d'une solution de 
polyvinylimidazole, rincer, introduire . une chaine A portant une 
fonction thiol sur l'atome d'azote en position 3 du noyau imida- 
zole, et activer par un disulfure. 

L* introduction de la chaine A portant une fonction thiol 
peut se faire par toute methode connue. On peut par exemple la 
realiser- avantageusemen t en effectuant une quaternisat ion sur 
1'atome d'azote en position 3 du noyau imidazole. La quaternisa- 
tion de l'atozne d'azote du noyau imidazole peut s'effectuer au 
moyen d'un agent alkylant choisi parmi ceux connus dans la tech-, 
nique, que 1 1 on fait agir sur le polyvinyl imidazole , de prefe- 
rence depose sur le support poreux. L'agent alkylant utilise 
dans 1 9 invention peut €tre par exemple un hydrocarbure dihalo- 
gene reactif tel que le diiodomethane, ou un epoxyde portant une 
fonction reactive. Suivant la presente invention, on utilise de 
preference un epoxyde tel que 1 * epichlorhydrine, le 1,4-butane- 
diol diglycidyl ether, le 1 , 3-but anedione diepoxyde, ou 
l'ethylene glycol diglycidylether . II peut etre preferable 
d'operer en deux etapes, c*est-a-dire de faire d'abord reagir un 
agent alkylant comme indique ci-dessus, puis d* introduire la 
fonction thiol. 

L* introduction des fonctions thiol sur le polyvinylimida- 
zole se fait de preference apres la reaction indiquee ci-d ssus. 
Div rses methodes connues peuvent etre utilisees t on p ut par 
exemple faire agir sur 1 p lyvinylimidazole depose sur le 
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support poreux, un thiosulfete de metal alcalin, tel qu le 
thiosulfate de sodium, puis un r£ducteur des liaisons S-S 
formees, tel que le dithio§rythrit ol , le dithiothrei tol , ou le 
mercaptoethanol , pour former des groupes terminaux -SH. 

Le support ainsi constituS est active, par exemple par un 
disulfure, et de pr6f6rence un disulfure aromatique de formule 
generale R-S-S-R dans laquelle R est un groupe aromatique, tel 
que le 2- ou le 4-disulfure de pyridine ou l'acide dithionitro- 
benzoique, pour pouvoir €tre utilise comme phase stationnaire en 
chromatographic de covalence. 

La masse moleculaire du polyvinylimidazole peut varier dans 
un domaine important, mais elle est generalement comprise entre 
20.000 et 200.000 environ, ces valeurs n'etant pas limitatives. 

Le solide utilise comme support est un solide por ux.tel 
qu'un oxyde mineral, comme l'alumine, la silice, 1 ' oxyde de 
titane ou I'oxyde de zirconium, ou des derives tels que des 
silicates ou des zeolites. Les caract eristiques physiques du 
support sont choisies en fonction de 1 • applicat ion envisagee. On 
utilise de.pr£ference une silice comportant des particules dont 
le diametre poreux moyen peut §tre compris entre 5 et 500nm, et 
la granulometrie peut varier de quelques microns a quelques mm. 

Le support conforme a la presente invention, prepare comme 
indique ci-dessus, peut Gtre utilise pour la purification ou la 
separation de diverses proteines comportant des groupes thiol, 
telles que la mercaptoalbumine bovine, la papaine, l'urease, 
l'albumine humaine, la streptolysine, ou un peptide contenant 
des groupes thiol, ces prolines etant select ivement fixees 
tandis que les proteines- d^pourvues de fonction thiol reactive 
sont <§lu6es; il suffit ensuite de faire agir un reducteur tel 
que le dithioe>ythr itol pour liberer les proteines adsorbees. 

II devient ainsi possible d'isoler environ 30mg de proteine 
par gramme de support suivant 1* invention, dans une colonne d 
chromatographic de covalence, h moins de deux heures. 

Le support suivant la presente invention peut egalement 
§tre applique a la detection specifique des thiols par colora- 
ti n. Ainsi, il est possible d'utiliser le support ci-dessus, 
impregne d'un polyvinylimidazole portant une fonction thiol et 
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active par un disulfure ayant un chromophobe tel qu'un noyau 
pyridinique ou aromatique, pour reveler la presence de thiols 
dans use solution au contact de laquelle il est place. 

Cette coloration peut §tre realisee dans une colonne de 
petite taille, par exexnple 1 £ 2 cm, ce qui permet de detecter 
des composes portant des groupes thiol apres leur separation 
chromatographique. La faible dimension de la colonne et la 
faible granulometrie du support permettent d'^viter tout elar^ 
gissement du 6ignal du a la presence des thiols, Les courbes 
d'etalonnage enregistr£es a partir de plusieurs molecules 
montrent que le signal obtenu au moyen d'un detecteur chromato- 
graphique usuel est proport ionnel a la quantite de compose dans 
un domaine allant de 0,5pM a 500nM environ. 

le support conforme a l'invention possede 1'avantage de ne 
presenter aucune adsorption irreversible vis a vis des 
proteines, et peut done etre utilise sans restriction avec des 
solutions contenant des macromolecules biologiques. 

Les exemples ci-apres illustrent 1 ' invention plus en detail 
sans en. limiter la portee. . 

EXEMPLE 1 
Preparation du support 

lOg de silice (Silice Licrospher Merck; porosite : 30nm; 
diametre moyen des particules : 10pm) sont mis en suspension 
dans 100 ml d'une solution methanolique a 10* de polyvinylimida- 
zole de masse moleculaire egale a 100.000 environ, prepare selon 
la methode de G.G. Skovortsova et al. "Polymer Science URSS" 
A14, n # 3 p 587-597 (1972). 

L' impregnation est maintenue pendant 48 heures environ, 
puis on rince avec 500 ml d'eau. On obtient ainsi une silice 
impr£gnee de polyvinyl imidazole , contenant 7,5* en poids de 
carbone et 3,4* en poids d'azote. 

10 g de la silice ainsi impregn'e sont places dans 100 ml 
de methanol et on ajoute progress ivement 8 ml d ' epichlorhydr ine. 
La suspension est maintenue sous agitation a temperature 
aznbiante pendant 10 mn, puis elle est portee a 50*C pendant 
50 mn. On filtre la silice ainsi traitee, . t on rince av c 
100 ml de methanol puis 100 ml d'eau. 
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Apres ringage, la silice est mise en suspension dans une 
solution, aqueuse tamponnee a pH 6,3 (tampon phosphate de sodium 
0,5 M) , puis on fait agir lOg de thiosulfate de sodium. Apres 6 
heures, le solide est filtre, puis mis en suspension dans 50 ml 
5 d'une solution d'hydrog^nocarbonate de sodium a pH 8 contenant 
2mg de dithioerythritol . 

La silice modifiee ainsi obtenue, apres filtration, 
contient 10" 5 groupe -SH par gramme. 

On verifie qu'aucune adsorption de proteine n'est observee 
10 quand on fait passer sur cette silice une solution de chlorure 
de sodium (0,5 M) contenant des proteines. 

On active ensuite lg de silice modifiee obtenue comme indi- 
que ci-dessus en faisant agir 0,5g de 2-disulfure de pyridine 
dans 500 ml de melange ' tampon phosphate de sodium 0,1M - ethanol 
15 (50/50 vol). 

KXEMPLK 2 

Purification de la serum albumine bovine 
La silice modifiee et activee preparee dans l'exemple 1 est 
utilisee comme phase statipnnaire d'une colonne de chrom.at ogra- 
20 phie (longueur : 5cm; diametre interieur : 4mm). L'eluant 
utilise est un tampon phosphate 0,15M - NaCl M - EDTA 10- 3 M, a 
pH 8* 

Une solution d'albumloe (3g/l) est injectee en continu sur 
la colonne par un dispositif usuel de pompage. On observe une 
25 absorption a 350 nm, caracterist ique de la liberation d'une 
thione provenant de la reaction de proteines a groupes thi 1 
avec la silice modifiee et activee. 

Les proteines depourvues de fonction thiol reactive sont 
eluees au moyen d*une solution tampon comme ci-dessus, tandis 
30 que la mercaptoalbumine presente est 6pecif iquement retenue sur 
la colonne. 

Apres rincage, on injecte sur la colonne une solution de 
10 ml d dithioerythritol (10' 2 M) pour liberer la mercaptopro- 
teine qui est recueillie (volume : 2 ml). 
35 L'analyse du produit obtenu montre que "le taux de thiol 

dans la proteine, apres purification chroroat ographique comme 
indique ci-dessus, est voisin de 1 SH par molecule, tandis que 
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le taux initial, lesure avant l'injection de la proteine dans la 
colonne, est de 0,5 environ* 

KXKMPLK 3 

On procede cosoe dans I'exemple 1 en utilisant une silice 
Nucleosil (porosite: 30nm) que l'on impregne de polyvinylimida- 
zole et que 1 ' on traite de la m€me facon par 1 ' epichlorhydrine , 
puis par le thiosulfate de sodium et enfin par le dithioerythri- 
tol. 

La silice modifiee ainsi obtenue, apres filtration, 
contient 3.10~ 6 groupe SH par gramme. 

L'activation est faite au moyen du 2-disulfure de pyridine 
conne dans I'exemple 1. 

Cette silice modifiee est utilisee conne phase stationnaire 
d'une colonne de chromat ographie de covalence, dans les id ernes 
conditions que dans I'exemple 2* On fixe ainsi, par gran me de 
silice modifiee, 21mg de mercaptoalbumine bovine qui est recu- 
peree en totalite apres injection sur la colonne de 10 ml de 
dithioerythritol. 

EXKMPLE 4 

On procede conne dans I'exemple 1, en utilisant la mine 
silice et le meme polyvinylimidazole, sals on renplace 
1 * Epichlorhydrine par le 1 , 4-diglycidyl ether. 

Le traitement par le thiosu^lfate puis par le dithioerythri- 
tol, et l'activation par le disulfure, s'effectuent dans les 
m€mes conditions que dans l'exemple 1 . 

Le nombre de groupes SH par gramme de silice, mesure avant 
activation, est d' environ 6.10" 6 . 

L* utilisation de la silice modifiee ainsi obtenue dans une 
colonne de chromatographic de covalence identique a celle de 
l'exemple 2 pernet de separer select ivement la nercaptoalbumine 
dans une solution d'albumine (proteine adsorbee: 37mg/g de 
silice; proteine liberee apres injection d dithioerythritol: 
100%). 

EXKMPLE 5 

On repete le processus de l'exemple 4 ci-dessus en r mpla- 
cant le 1 , 4-butanediol diglycidyl -ether par l'ethylene glycol 
diglycidyl ether. 
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La quantite de proteine adsorbee est de 30ng/g de silice. 
La proteine est ensuite recuperee quantitat ivement apres injec- 
tioB dans la colonne de dithioerythritol. 

EXEMPLE 6 
Detection de thiols 
La silice modifiee et activee preparee dans l'exemple 1 est 
utilisee comme phase stationnaire d'une colonne de chromatogra- 
phie (longueur: Sen; diametre int^rieur: 4mm). L'eluant utilise 
est un melange de 80* de tampon phosphate 0,15M - NaCl 0»2M - 
EDTA 10~ 3 M a pH 7,5, et de 20* d 9 acetonitrile. 

Dne solution d'un thiol non colore est injectee par 
1* intermediate d'une vanne d' injection de type connu (Rheodyne 
modele 7125). Dans cet exemple, on effectue trois essais avec 
successiveaent le dithioerythritol (DTE), la L-cysteine (L-cyst) 
et le glutathion reduit (G-SU) en une concentration variant de 
10* 3 M a 10" S M. II apparait a la sortie de la colonne un pic 
repere par son absorption a 350nm, caract er ist ique de la libera- 
tion d'une thione (4-thioxopyridine) provenant de la reaction 
d'echange entre le disulfure supporte sur la colonne modif i ' et 
activee (4 , 4 ' -disul f ure de pyridine) et le thiol injecte. 

Une courbe d'etalonnage est etablie en portant la surface 
du pic obtenu en fonction de la quantite de thiol injectee. 
Cette courbe est lineaire de 0,5pM a 20nM environ. 

Au prealable, un etalonnage effectue par injection de 
thione (4-thioxopyridine) a ete realise sur la silice modif i e 
et activee preparee dans 1* exemple 1, qui ne presente aucune 
propriete de fixation irreversible de la thione. 

La comparaison des deux courbes d' etalonnage permet de 
calculer le rendement de la reaction du thiol avec le support 
active pour former la thione. Ce rendement est voisin d 100* 
pour le DTE et la L-cyst, et de 75* pour le G-SU. 

Le minimum de quantite d'tectable avec un detecteur UV de 
type connu (Shimadzu modele SPD-6A) est de 0,5pM pour le DTE. 
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REVINDICATIONS 

1. Support pour la purification et la separation des pro- 
teines, comportant un Bolide poreux sur lequel est deposee une 
pellicule d'un polymere, caracterise* en ce que le polymere est 
un derive de polyvinyl imidazole comportant des fonctions thiol, 
active par un disulfure* 

2. Support selon la revendicat ion l y caracterise en ce 
que le polyvinyl imidazole est un polymere. comportant 1'unite 
r£currente ci-apres: 

- N + - A - CH 2 OH - CH 2 - SH 

dans laquelle A represente un groupe divalent comportant de 1 a 
20 atomes de carbone, et pouvant comporter des fonctions ether 
et hydroxy, et Ri est un atone d'hydrogene ou un groupe methyle. 

3. Support selon la revendicat ion 2, caracterise en ce 
que le groupe A est une liaison methylene -CH2- ou un groupe 
divalent de formule -CH2-CHOB-CH2 0-(CH2 )n-0CH2- dans laquelle n 
est un entier de 2 a 6. 

4. Support selon la revendicat ion 1, caracterise en ce 
que le solide poreux est choisi parmi l'alumine, la silice, 
I'oxyde de titane, l'oxyde de zirconium, un silicate ou une zeo- 
lite. 

5. Support selon la revendicat ion 4, caracterise en ce 
que le solide poreux est de la silice comportant des particules 
dont le diametre poreux soyen est compris entre 5 et 500nm» et 
la granulometrie est comprise entre quelques microns et quelques 
millimetres. 

6. Procede de preparation d*un support selon la revendi- 
cation 1, caracterise en ce qu'on impr^gne le solide poreux au 
moyen d'une solution de polyvinyl imidazole , on rince, on intro- 
duit une chaine portant une fonction thiol sur l'atome d'azote 
en position 3 du n yau imidaz 1 , t on active par un disulfure. 

7. Proced ' selon la revendicati n 6, caracteris* n ce 
que la chaine portant une fonction thiol est introduite apres 
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quaternisat.ion de l'atome d'azote en position 3 du noyau imida- 
zole. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce 
que la quaternisat ion est effectuee au moyen d'un agent alkylant 

5 choisi parmi un hydrocarbure dihalogene reactif et un epoxyde 
portant une fonction reactive. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce 
que l'epoxyde est'choisi parmi 1 * epichlorbydrine , le 1,4-butene- 
diol diglycidyl ether,* le 1 , 3-butanedione diepoxyde, et 

10 l'etbylene glycol diglycidylether . 

10. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce 
que le disulfure est choisi parmi le 2- ou le 4-disulfure de 
pyridine et l'acide dithionitrobenzoique. 

11. Support pour chromatographic de covalence, pour la 
)5 separation et la purification de proteines, caracterise en ce 

qu'il comprend un support selon l*une quelconque des revendica- 
tions 1 a 5. 

12. Support pour la detection specifique de thiols par 
coloration, caracterise en ce qu'il comprend un support s Ion 

2 q l'une quelconque des revendicat ions 1 a 5. 
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